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(57) Rezumat:
1 2
Inventia se refera la biotehnologie, in Revendicdri: 1

particular la un mediu de cultivare submersa a

tulpinii de fungi Fusarium gibbosum CNMN-

FD-12 si poate fi utilizatd pentru stimularea

sintezei proteazelor neutre. 10
Conform inventiei, mediul nutritiv contine,

in % de masa: fidina de porumb — 2,0; faina de

soia — 1,0; CaCO; — 0,2; (NH),SO, — 0,1; 15

[Co(DH),-(Thio),]JF[PFe]-nH,O - 0,0010...

0,0015 si apa — restul, avand pH-ul 6,25.



(54) Nutrient medium for cultivation of fungal strain Fusarium gibbosum

CNMN-FD-12
(57) Abstract:
1
The present invention relates to

biotechnology, particularly to a medium for

submerged cultivation of strain
Fusarium gibbosum CNMN-FD-12 and may

be used to stimulate the synthesis of neutral

fungal

proteases.

According to the invention, the nutrient
medium comprises, in mass %: corn flour —
2.0, soy flour — 1.0; CaCOs — 0.2; (NH,4),SO,4 —
0.1;  [Co(DH),(Thio),]JF[PFs]-nH,0 -
0.0010...0.0015 and water — the rest, having
the pH — 6.25.
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Claims: 1

(54) IuraTenbHas cpeaa st KyJbTHBHPOBaHUS mITaMMa rpu6oB Fusarium

gibbosum CNMN-FD-12
(57) Pedepar:

Hzo0perenue OTHOCHUTCS K

6I/IOTeXHOJ'IOFI/II/I, B YaCTHOCTU K Cpcac i

FJ'Iy61/IHHOFO KYJIbTUBHUPOBAHUSA mTaMMa

rpubos Fusarium gibbosum CNMN-FD-12 u

MOXET OBITH HCIIOJIB30BaHO JI

CTUMYJIMPOBAHUA CHHTC3a HeflTpaJ'ILHLIX

mporeas.
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CormnacHo M300peTeHMIO,

NHUTATENBHAS. CPEea COMACPXKUT, B Macc. %o:

KYKypy3Hy!0 MyKy — 2,0; coeByto Mmyky — 1,0;

CaCO; - 0,2 (NH,),S0, - 0,1;

[Co(DH),-(Thio),]JF[PFe]-nH,O - 0,0010...

0,0015 u Bomy — ocranbHoe, nmest pH - 6,25.
I1. popmymsr: 1
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Descriere:

Inventia se refera la biotehnologie, In particular, la un mediu de cultivare submersa a
tulpinii de fungi Fusarium gibbosum CNMN-FD-12 — producator al unui complex
enzimatic hidrolitic cu activitate proteoliticd, xilanazica si B-glucozidazicd ce realizeaza
hidroliza concomitenta a proteinelor si polizaharidelor din componenta tesuturilor vegetale
si poate fi utilizatd in industria microbiologica pentru obtinerea preparatelor enzimatice
hidrolitice complexe cu largi utilizari in industria alimentara, si anume la prelucrarea carnii
si a produselor lactate, la producerea berii, sucurilor si conservelor din fructe si legume, la
prepararea furajelor concentrate, precum si in farmaceutica si medicina.

Pentru cultivarea tulpinilor fungice producatoare de enzime proteolitice se utilizeaza
medii, care contin ca parte mineralad diferite modificari ale mediului Czapek si inductori ai
sintezei proteazelor (ingrediente naturale cu continut inalt de proteine — fdind de fasole,
faiind de porumb, tardte de grau etc.) si, in dependentd de particularitatile fiziologo-
biochimice ale tulpinii, diferiti biostimulatori [1].

in calitate de cea mai apropiata solutie se considerd mediul nutritiv pentru cultivarea
submersd a tulpinii Fusarium gibbosum CNMN-FD-12 cu componentd minerald
semnificativ simplificatd, (%): faind de porumb — 2,0; faina de soia — 1,0; CaCO;3; — 0,2;
(NH,),SO,— 0,1; restul apa de robinet, pH-ul initial al mediului — 6,25 [2].

Dezavantajul consta in faptul ca mediul nu asigura realizarea pe deplin a potentialului
biosintetic al tulpinii i biosinteza enzimelor proteolitice nu atinge valoarea maxima.

Problema tehnica pe care o rezolva prezenta inventie constd in elaborarea unui mediu
nutritiv pentru cultivarea submersa a tulpinii de fungi Fusarium gibbosum CNMN-FD-12,
utilizarea caruia asigura sporirea activitdtii proteazelor neutre.

Esenta inventiei constd in aceea cd pentru cultivarea submersd a tulpinii de fungi
Fusarium gibbosum CNMN-FD-12 se propune o varianta noud de mediu nutritiv care
suplimentar la componentele mediului proxim, in calitate de stimulator include compusul
coordinativ. al Co(Ill) cu dioxime si anioni fluorurati F si [PFs] -
[Co(DH),:(Thio),]F[PFs]'NH,O 1in urmatorul raport cantitativ al elementelor, % de masa:
fiina de porumb — 2,0; faind de soia — 1,0; CaCOz; — 0,2; (NH,),SO, - 0,1;
[Co(DH),:(Thio),]F[PFs]'nH,O — 0,0010...0,0015, restul apa de robinet, pH-ul initial al
mediului fiind de 6,25.

Rezultatul tehnic al inventiei constd in reducerea duratei de cultivare a tulpinii de fungi
Fusarium gibbosum CNMN-FD-12 cu 24 ore si sporirea biosintezei proteazelor neutre cu
56,36... 58,92% fatd de cea mai apropiatd solutie, cu pastrarea nivelului de activitate a
celorlalte componente enzimatice ale complexului (proteaze acide, xilanaze, B-glucozidaze)
sintetizat de tulpina-producator.

Efectul biostimulator al compusilor coordinativi se datoreazd proprietatilor
oligoelementului Co(IIl) si altor grupe active de substante din componenta compusului
coordinativ de a se implica activ in coordonarea si desfasurarea reactiilor metabolice in
celula.

Exemple de realizare a inventiei

Exemplul 1

Tulpina Fusarium gibbosum CNMN-FD-12 a fost cultivata in baloane Erlenmayer cu
capacitatea de 0,75 1, care contineau 0,2 1 mediu nutritiv cu urmétoarea compozitie, % de
masd: faind de porumb — 2,0; fiind de soia — 1,0; CaCO; — 0,2; (NH,),SO, — 0,1;
[Co(DH),:(Thio),]: F[PFs]'nH,O — 0,0015; restul apa de robinet; pH-ul initial al mediului
6,25. Mediul nutritiv se insamanteaza cu suspensie de spori si miceliu in cantitate de 5%
v/v, obtinutd prin spalare cu apa distilata sterila a culturii de 12...14 zile, crescutd pe
suprafete inclinate de malt-agar. Cultivarea s-a realizat in conditii de agitare continua (180
rot/min), timp de 120 ore, la temperatura de 28?C.

Activitatea proteazelor neutre (pH-ul 7,4) ale micromicetei in variantele optimizate ale
mediului, determinatd in lichidul cultural prin metoda Anson dupd actiunea asupra
cazeinatului de sodiu, s-a inregistrat in ziua a V-a de cultivare a tulpinii, variind in limitele
45,02...53,13 U/ml 1in functie de concentratia aplicatd a compusului coordinativ, cu
manifestarea maxima la concentratia de 0,0015%, comparativ cu 33,43 U/ml (ziua a Vl-a
de cultivare — ziua manifestarii maximului de biosinteza a tulpinii pe mediul din cadrul
celei mai apropiate solutii), sporul activitatii constituind 58,92% (vezi tabelul).
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Activitatea B-glucozidazelor si xilanazelor, determinatd prin dozarea cantitdtii de
zaharuri reducatoare eliberate la actiunea asupra substraturilor specifice — n-nitrofenil 3-D-
glucopiranozid si xilan din mesteacan, a constituit 2,29 U/ml si, respectiv, 10,06 U/ml, ce
prezinta nivelul variantei martor.

Tabel

Modificarea activitatii proteazelor neutre la cultivarea  micromicetei Fusarium
gibbosum CNMN-FD-12 in prezenta compusului coordinativ al cobaltului (IIT) cu anioni
fluorurati (cultivarea in baloane Erlenmayer cu capacitatea de 0,75 I, cu 0,2 1 mediu

nutritiv, 28°C)

inati . Activitatea proteolitica
compust CO(Zerg;atlv Coré:gng/zapa Ziuaa V-a Zivuaa Vl-a
Uml % f/imz/6] Uml |% f/mz/6

0,0005 46,34 138,62 | 31,61 | 94,55
0,0010 47,67 142,59 | 39,55 | 118,31

[Co(DH)z (thio)JFIPFel nFO 0,0015 53,13 158,92 | 40,72 | 121,80
0,0020 45,02 134,67 | 37,07 | 110,90

Mediul proxim ; 25,10 | 100 33,43 | 100

Calculele sunt efectuate in raport cu maximumul de biosintezd al mediului proxim —
ziua a Vl-a de cultivare.

Exemplul 2

Tulpina Fusarium gibbosum CNMN FD 12 a fost cultivata in baloane Erlenmayer cu
capacitatea de 0,5 | care contineau 0,1 1 mediu, la temperatura de 30?C, in rest condiiile
sunt echivalente exemplului 1.

Activitatea maxima a proteazelor neutre s-a inregistrat in lichidul cultural al
produciatorului in ziua a V-a de cultivare, constituind 52,97 U/ml in comparatie cu 33,87
U/mlin varianta proxim (ziua a Vl-a de cultivare), depdsind varianta proxim cu 56,36% .

Sinteza [Co(DH),(Thio),].F[PFs]. La 0,17 g (0,001 mol de CoF,-4H,0 dizolvati in 15
ml apa se adauga 0,23 g (0,002 mol) dimetilglioxima (dizolvata in 20 ml metanol), 0,15 g
(0,002 mol) tiocarbamida si 0,18 g (0,001 mol) KPFs (dizolvate in 15 ml amestec
CH3;0OH:H,0). Amestecul obtinut se fierbe ~10 min, dupa care se filtreaza si se lasa pentru
evaporare lentd la temperatura camerei. Din solutie se sedimenteaza cristale cu forma
piramidald de culoare visinie. Randamentul: ~45%. Substanta este solubild in apa, alcool
metilic, etilic, dimetilformamida.

Giasit, %: Co 11.08; C 22.73; H4.21; N 21.32

Pentru CyoH14C0sF7N1505S4P

Calculat, %: Co 11.26; C 22.95; H 4.24; N 21.41

In spectrul UV-Vis al complexului sunt prezente doud benzi. Prima — la 235 nm este
atribuita transferului n-t in cadrul gruparii Co(DioxH),, iar a doua — la 336 nm este
caracteristica moleculelor de tiocarbamida coordinate.

Prezenta benzilor de absorbtie v(O-H:-0)=1771, v(C=N)=1537, v(NO)ioni,=1232 si
1092, y(OH)=985, 3(CNO)=740, va(Co-N)=515 si vy(Co-N)=434 cm™ in spectrul IR
indicd coordinarea dioximei la atomul central. Frecventele v,(NH)=3303, v(NH)=3215,
3(NH2)=1628, [v(CN)+v(CS)+3(HNC)]=1058 cm™ indici prezenta tiocarbamidei
coordinate. Benzile la 558 si 836 cm™ pot fi atribuite anionului hexafluorofosfat.
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(57) Revendicari:

Mediu nutritiv pentru cultivarea tulpinii de fungi Fusarium gibbosum CNMN-FD-12,
care contine, in % de masa: faina de porumb — 2,0, faina de soia — 1,0, CaCO; — 0,2,
(NH4),SO, - 0,1 si apa — restul, avand pH-ul 6,25, caracterizat prin aceea ca suplimentar
contine [Co(DH),-(Thio);]F[PF¢]-nH,O in concentratie de 0,0010... 0,0015% de masa.
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